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Введение
В настоящее время существует большое количе"
ство программных пакетов, предназначенных для
анализа биомедицинских изображений, в том чи"
сле изображений цитологических препаратов [1, 2].
В то же время в используемых на практике про"
граммах анализ ряда характеристик клеток (пери"
метр, площадь, количество) недостаточно автома"
тизирован. Данная работа ставит своей целью лик"
видацию указанного недостатка существующих
программных средств.
Изучение свойств мембран клеток в ответ
на внешние воздействия  – одна из ключевых задач
современной биологии и медицины. Известно, что
неблагоприятные условия окружающей среды со"
провождаются нарушениями устойчивости клеточ"
ных мембран и могут приводить к развитию раз"
личных форм стресса [3]. Вот почему важно иметь
технологию для оперативной оценки барьерных
свойств мембран. Один из подходов к такой оцен"
ке связан с анализом изображений клеточных пре"
паратов. При неблагоприятных внешних воздей"
ствиях (стресс) происходит разрушение клеточных
мембран и гибель клеток. В результате количество
клеток на изображении уменьшается (рис. 1).
По динамике изменения количества клеток на се"
рии изображений, полученной цейтраферной (за"
медленной) компьютерной видеосъемкой (ЦКВ)
[4], можно судить об устойчивости клеточных мем"
бран к внешним воздействиям.
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Известные методы автоматического анализа
изображений клеточных структур [5, 6] дают хоро"
шие результаты на препаратах крови, но сложны
в применении к изображениям растительных кле"
ток. Подсчет количества растительных клеток
на изображении затруднен тем, что изображения
клеток существенно перекрываются. Поэтому
в данной работе в качестве приближенной количе"
ственной оценки состава изображения вычисляет"
ся относительная суммарная площадь, занимаемая
клетками на изображении.
Метод количественного оценивания 
состава изображения
Предложенный ниже алгоритм выделения
объектов на изображении (рис. 2, а) и оценивания
его состава основан на использовании типовых
операций обработки изображений [7, 8]. Алгоритм
работает с монохромным изображением и включа"
ет следующие этапы:
1. Предварительная обработка (рис. 2, б). Включа"
ет медианную фильтрацию с последующим вы"
равниванием гистограммы изображения и по"
строением негативного изображения. Медиан"
ный фильтр заменяет значение пикселя на зна"
чение медианы распределения яркостей всех
пикселей в окрестности, включая исходный.
Медианная фильтрация используется для сгла"
живания изображения и удаления импульсных
шумов.
Последующая эквализация гистограммы изо"
бражения позволяет расширить динамический ди"
апазон уровней яркости изображения, что обычно
означает большую контрастность выходного изо"
бражения. Пусть pr(rj), j=1,…,L – гистограмма уров"
ней яркости исходного изображения, тогда преоб"
разование эквализации имеет вид
где sk – яркость обработанного изображения, соот"
ветствующая значению яркости rk входного изобра"
жения.
2. Построение разомкнутого изображения (эрозия
изображения с последующей дилатацией его)
(рис. 2, в).
Полутоновая дилатация изображения f по
структурообразующему элементу b обозначается
f+b и определяется формулой
где Db обозначает область определения b, и предпо"
лагается, что f (x, y)=–∞ вне области определения f.
На практике полутоновая дилатация обычно вы"
полняется с использованием плоских структурооб"
разующих элементов, для которых b=0 в каждой
точке, принадлежащей Db. В этом случае операция
взятия максимума полностью определяется кон"
фигурацией нулей и единиц двоичной матрицы Db,
а уравнения для полутоновой дилатации принима"
ют более простой вид:
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Рис. 1. Фрагмент последовательности изображений клеточного препарата, полученной цейтраферной компьютерной видео)
съемкой (разрешение съемки 1600×1200)
 
 
 
  
Таким образом, полутоновая дилатация является
операцией взятия локального максимума, в которой
максимум вычисляется по множеству пикселей
окрестности, форма которой задается областью Db.
Полутоновая эрозия изображения f по структу"
рообразующему элементу b обозначается f–b и
определяется формулой:
где предполагается, что f(x,y)=+∞ вне области
определения f. Как и дилатация, полутоновая эро"
зия чаще всего использует плоские структурообра"
зующие элементы. В этом случае уравнения для
эрозии можно упростить и привести их к виду
то есть полутоновая эрозия является операцией
взятия локального минимума, где минимум берет"
ся по множеству пикселей окрестности, форма ко"
торой задается областью Db.
Размыкание изображения f по элементу b обоз"
начается f  b и определяется выражением
Сначала выполняется эрозия f по b, за которой
следует дилатация по b. Размыкание имеет простую
геометрическую интерпретацию. Представим изо"
бражение f(x,y) в виде трехмерной поверхности,
то есть значения яркости представляются высота"
ми над координатной плоскостью. Тогда процесс
размыкания f по b представляет собой перемеще"
ние (перекатывание) структурообразующего эл"
емента строго под трехмерной поверхностью изо"
бражения f, причем поверхность размыкания полу"
чается как огибающая высшие точки, которые до"
стигает этот элемент. В общем случае процедура
размыкания используется для удаления узких
всплесков яркости при сохранении среднего полу"
тонового фона и широких областей изменения яр"
кости относительно неизменными. В качестве
структурообразующего элемента b использовался
круг с радиусом 25 пикселей.
3. Преобразование «верх шляпы» (рис. 2, г), кото"
рое сводится к вычитанию разомкнутого изо"
бражения из изображения, представленного
( ) .f b f b b= − +
( )( , ) max{ ( , ) | ( , ) },
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Рис. 2. Алгоритм выделения клеток на изображении: а) исходное изображение; б) результат применения медианной фильт)
рации, эквализации гистограммы и дополнения; в) разомкнутое изображение; г) преобразование «верх шляпы»; д) ре)
зультат пороговой обработки
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на рис. 2, б. Результатом преобразования «верх
шляпы» является изображение с выровненным
фоном.
4. Пороговая сегментация изображения. Значение
порога T подбирается экспериментально. По"
роговое преобразование имеет вид
где f и fb – исходное и результирующее бинарное
изображение. В результате получаем бинарное изо"
бражение fb (рис. 2, д, порог T=24).
В качестве величины, характеризующей состав
изображения, используется отношение
где N – количество пикселей переднего плана
(т. е. тех пикселей, которым соответствует значе"
ние 1) бинарного изображения fb, |fb| – число пиксе"
лей изображения fb.
Программная реализация метода
Разработанный метод доведен до программного
продукта и используется в рамках метода ЦКВ ми"
кроскопических объектов [4], разработанного для
изучения барьерных свойств мембран. Он позволя"
ет оценить относительную площадь наблюдаемых
объектов на изображении (рис. 1). Программный
продукт реализован в среде MATLAB [8] (програм"
ма CellsPro), а также в среде Visual Studio С++ с ис"
пользованием процедур обработки изображений
библиотеки OpenCV [9, 10] (программа Cell"
sProCV). Эксперименты показали, что переход
от реализации предложенного метода в MATLAB к
реализации его в Visual Studio C++ позволил со"
кратить время обработки изображений в 6 раз.
Время обработки одного изображения размером
1600×1200 пикселей программой CellsProCV
на процессоре Intel Pentium Dual"Core CPU E
52000, 2,5 ГГц составляет 37 с.
Заключение
Предложен простой метод оценивания состава
изображений, основанный на применении полуто"
новой эрозии и дилатации, преобразования «верх
шляпы» и последующей пороговой сегментации.
Метод реализован в виде программного продукта
и используется в рамках методики цейтраферной
(замедленной) компьютерной видеосъемки микро"
скопических объектов, разработанной для изуче"
ния барьерных свойств мембран растительных кле"
ток. Метод позволяет оценить относительную пло"
щадь наблюдаемых объектов на изображении
и может быть использован в различных приложе"
ниях, когда требуется определить скорость распада
клеточных структур. Разработанный метод апроби"
рован на сериях изображений препаратов, полу"
ченных с помощью метода цейтраферной компью"
терной видеосъемки, и оказался эффективным
в медико"биологических исследованиях клеточ"
ных структур.
Авторы выражают благодарность В.Н. Нурминскому за
предоставленные изображения клеточных препаратов.
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